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A análise de 192 clones previamente isolados de uma biblioteca metagenômica 
construída a partir de uma amostra de solo contaminado com gordura animal 
levou a escolha de 12 clones com atividade lipolítica na presença de tributirina 
1%, trioctanoína 1% ou trioleína 1%. Os fosmídeos dos 12 clones selecionados 
foram purificados e fragmentados com as enzimas de restrição BamHI e EcoRI 
para comparação, indicando diferentes perfis de restrição entre todos eles. 
Três clones que apresentaram os maiores halos de hidrólise em meio LB-ágar 
contendo trioleína 1% e foram escolhidos para identificação da lipase. Os 
fosmídeos destes três clones foram digeridos com a enzima EcoRI para a 
construção de sub-bibliotecas metagenômicas em vetor pUC19. Os clones 
obtidos de cada sub-biblioteca foram submetidos a uma nova triagem nos 
meios de cultura contendo triacilgliceróis a fim de identificar aqueles com 
atividade lipolítica. A partir do sequenciamento desses clones foram 
identificados genes que codificam para uma lipase e sua chaperona. O gene 
para lipase apresenta 903 pb, codificando para uma proteína de 301 
aminoácidos. Um possível peptídeo sinal foi localizado na porção N-terminal da 
proteína. O gene para a chaperona encontra-se a jusante do gene da lipase, 
apresentando 741 pb e codificando uma proteína de 247 aminoácidos. Análises 
mostraram alta similaridade com proteínas não caracterizadas de Aeromonas 
hidrophyla. Oligonucleotídeos iniciadores foram construídos permitindo a 
amplificação dos genes isolados neste trabalho. 
 
 























     ABSTRACT 
 
 
Analysis of 192 clones previously isolated from a metagenomic library 
constructed from a soil sample contaminated with animal fat led to selection of 
12 clones with lipolytic activity in the presence of 1% tributyrin, 1%trioctanoin, or 
1% triolein. The fosmids from the 12 selected clones were purified and 
fragmented with the restriction enzymes BamHI and EcoRI for comparison, 
showing different restriction profiles. Three clones that showed the largest 
hydrolysis halos in LB agar containing 1% triolein were chosen for lipase 
identification. These fosmids were digested with EcoRI in order to construct 
sub-metagenomic DNA libraries into the pUC19 vector. Clones obtained from 
each sub-library were subjected to screening in a new culture medium 
containing triacylglycerols in order to identify those with lipolytic activity.  By 
sequencing, we have identified genes encoding a lipase and a chaperone were 
identified. The lipase gene has 903bp, encoding for a protein with 301 amino 
acid. A putative signal peptide is located at N-terminal portion of this protein. 
The chaperone gene is located downstream of the lipase gene showing a 
741bp encoding for a 247 amino acid protein. Analysis also showed high 
similarity to uncharacterized proteins of Aeromonas hidrophyla. Oligonucleotide 
primers were constructed allowing the amplification of the genes isolated in this 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
Atualmente é crescente a demanda por novas enzimas com aplicação 
biotecnológica, portanto torna-se altamente necessário o desenvolvimento 
experimental para identificação e caracterização de genes capazes de 
expressar estas biomoléculas. Estudos utilizando a metagenômica como 
ferramenta para identificação de novas enzimas tem representado grande 
utilidade nestas pesquisas (ELEND et al., 2006). 
A metagenômica consiste em uma técnica de clonagem direta de DNA 
oriundo de amostras ambientais, sem a necessidade de cultivo do 
microrganismo e que utiliza métodos laboratoriais convencionais, tornando 
possível o acesso ao conteúdo genômico de diversos microrganismos, 
incluindo aqueles não cultiváveis (ELEND et al., 2007). 
Estima-se que uma parte muito pequena dos microrganismos existentes 
são cultiváveis em meios artificiais, portanto as pesquisas envolvendo a 
metagenômica apresentam-se como uma alternativa viável na prospecção 
destas novas moléculas. Esta ferramenta torna acessível o conteúdo 
enzimático de organismos nunca antes cultivados em laboratórios, através do 
acesso direto ao seu conteúdo genômico. 
 O objetivo central deste trabalho consiste na identificação de uma nova 
lipase oriunda de uma amostra ambiental de solo contaminado com gordura 















2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 METAGENÔMICA E A PROSPECÇÃO DE NOVAS BIOMOLÉCULAS. 
Existe uma grande quantidade de evidências sugerindo que apenas uma 
parte minoritária da microbiota do solo pode ser cultivada utilizando 
abordagens laboratoriais convencionais. As demandas nutricionais bem como 
as condições de temperatura favoráveis ao crescimento de muitos desses 
microrganismos são desconhecidas, portanto as frações não cultiváveis destes 
microrganismos superam em grande escala a fração cultivável. Há grande 
possibilidade de que esta enorme fração desconhecida da microbiota ambiental 
seja capaz de produzir um inestimável número de biomoléculas, portanto a 
expressão heteróloga dos fragmentos de DNA extraídos diretamente de 
amostras ambientais inseridos em células hospedeiras deve favorecer a 
produção destas biomoléculas originárias de microrganismos não cultiváveis 
(BRADY e CLARDY 2000). 
Estudos conduzidos por Carl Woese (WOESE, 1987) resultaram na 
descoberta de novos filos do domínio Bacteria, entretanto sua pesquisa foi 
embasada apenas na fração cultivável dos indivíduos. Posteriormente os 
estudos utilizando as novas técnicas de biologia molecular independentes de 
cultivo, revelaram a existência de muitos outros filos do domínio Bacteria. As 
evidências probatórias da existência deste grande percentual de 
microrganismos não cultiváveis na biosfera vêm da descoberta de sequências 
exclusivas do gene 16S rRNA, oriundas de diversas fontes ambientais (De 
LONG e PACE 2001). 
Utilizando técnicas clássicas de clonagem é possível inserir o DNA 
extraído de uma amostra ambiental em células de organismos como E. coli, 
conforme ilustrado pela figura 1, dando origem a uma biblioteca metagenômica. 
A partir deste processo é possível promover um estudo de bioprospecção 
tornando possível acessar, identificar e reproduzir toda informação contida nos 
genes encontrados. Esta metodologia tornou-se possível em virtude dos 
grandes avanços da biologia molecular permitindo a análise coletiva de 
diversos genomas, como exemplo a análise de DNA oriunda de uma amostra 
de solo (HANDELSMAN et al., 1998). 
O primeiro protocolo para extração e isolamento de DNA de solo foi 




demonstrado um método eficiente para extração e isolamento do conteúdo 
genômico de toda comunidade presente em uma amostra de solo (TORSVIK 
1980). Este trabalho complementou uma publicação anterior de TORSVIK e 
GOKSOYR onde foi descrito um método de determinação de DNA bacteriano 
do solo e indicou a concentração do DNA metagenômico analisado 




FIGURA 1. ESQUEMA INDICANDO A EXTRAÇÃO E CLONAGEM DE DNA A PARTIR DE 
UMA AMOSTRA AMBIENTAL. 
A PARTIR DA AMOSTRA AMBIENTAL COLETADA, COMO SOLO, É REALIZADA A 
SEPARAÇÃO DAS BACTÉRIAS PRESENTES NA AMOSTRA. O DNA PRESENTE NA 
AMOSTRA É EXTRAÍDO E PURIFICADO PARA POSTERIOR DIGESTÃO COM ENZIMAS DE 
RESTRIÇÃO OU FRAGMENTAÇÃO MECÂNICA. OS FRAGMENTOS DE DNA SÃO 
CLONADOS EM VETORES ADEQUADOS E INTRODUZIDOS EM UMA CÉLULA 
HOSPEDEIRA COMO Escherichia coli. OS TRANSFORMANTES PODEM SER OBTIDOS 
APÓS CULTIVO EM MEIOS SELETIVOS, O SEQUENCIAMENTO PODE SER FEITO APÓS O 
CULTIVO EM MEIOS SELETIVOS (SCREENING) OU APÓS A TRANSFORMAÇÃO EM 
CÉLULAS HOSPEDEIRAS. ADAPTADO DE HANDELSMAN et al., (1998). 
 
RONDON et al., (2000) utilizaram métodos específicos para acessar a 
riqueza de informações de um metagenoma através da clonagem de grandes 




utilizando como vetor o cromossoma artificial bacteriano (BAC). O vetor BAC foi 
utilizado pelo fato do mesmo manter eficientemente grandes insertos de DNA 
(maiores do que 100 kb) de forma estável em Escherichia coli, permitindo 
assim a presença de vários genes em um único clone. Os resultados 
demonstraram que a expressão de DNA heterólogo de Bacilus cereus em um 
sistema E.coli-BAC foi detectada em uma frequência razoável entre o número 
de transformantes, validando a ideia de que o vetor BAC de baixo número de 
cópias poderia ser utilizado para expressar DNA metagenômico em E. coli 
(RONDON et al., 2000). 
Uma abordagem utilizando a metagenômica foi conduzida em uma 
pesquisa publicada por HUGHES et al., (1997). Neste trabalho foi descrita a 
manipulação gênica originária de uma bactéria fixadora de carbono não 
cultivável que estabelecera relação trófica endossimbionte com Riftiapachyptila 
(conhecida também como verme tubular gigante) estando envolvida na fixação 
de carbono em fontes termais nas profundezas do oceano. Foi estudada uma 
possível via de transdução de sinal entre as espécies simbiontes utilizando 
técnicas de clonagem em vetores fosmidiais dando origem a bibliotecas 
metagenômicas com a finalidade central de sequenciar genes relacionados à 
fixação de carbono (HUGHES et al., 1997). 
Outro aspecto importante é a possibilidade de identificar novos produtos 
naturais a partir de amostras de solo incluindo novos biocatalisadores e 
fármacos. Assim a tecnologia de clonagem direta dos genes presentes em 
amostras de solo, originando bibliotecas metagenômicas, pode contribuir de 











2.2 BIOMOLÉCULAS DE INTERESSE BIOTECNOLÓGICO. 
Diante do grande potencial apresentado pelos avanços no campo da 
metagenômica, acredita-se que um número extremamente pequeno de 
biocatalisadores seja conhecido atualmente. O universo estabelecido por estes 
progressos trás a tona o gigantesco número de moléculas que podem ser 
descobertas e caracterizadas, proporcionando avanços em diversos setores 
industriais. A geração e análise de bibliotecas metagenômicas permitem 
identificar em dada amostra ambiental quais organismos estão presentes, o 
que eles fazem e como sua informação genética pode ser benéfica para a 
humanidade (FERRER, MARTÍNEZ-ABARCA e GOLYSHIN, 2005). Além 
disso, atualmente existe uma grande demanda por enzimas com potencial 
biotecnológico, bem como a necessidade de melhora de bioprocessos 
envolvendo enzimas já conhecidas (SCHMID et al., 2001). 
O número de processos de biotransformação para obtenção de novas 
moléculas cresceu rapidamente na última década e a expectativa é de que este 
crescimento tome proporções ainda maiores no futuro. Um estudo realizado por 
STRAATHOF et al., (2002) analisando a demanda industrial por 
biocatalisadores indicou quais classes de biomoléculas eram mais utilizadas, 
destacando-se, carboidratos e derivados de gordura como as mais utilizadas. O 
estudo também identificou quais setores industriais estavam envolvidos nestes 
bioprocessos indicando os setores alimentício, agroindustriais e farmacêutico 






FIGURA 2. DISTRIBUIÇÃO DOS PRINCIPAIS SETORES INDÚSTRIAIS QUE UTILIZAM 
BIOMOLÉCULAS. 
NO GRÁFICO SÃO APRESENTADOS OS SETORES INDUSTRIAIS QUE REALIZAM 
PROCESSOS DE BIOTRANSFORMAÇÃO UTILIZANDO BIOCATALISADORES. ADAPTADO 
DE STRAATHOF et  al., (2002) 
 
A estimativa de STRAATHOF et al., (2002), sugere que 
aproximadamente 50% de todas as biomoléculas pesquisadas pertenciam a 
superfamília das hidrolases.  
Hidrolases são enzimas que possuem a capacidade de catalisar reações 
envolvendo água e a utilizam como receptor de grupos funcionais. Existem 
diversas subclassificações destas enzimas e a partir do dobramento específico 
de suas cadeias protéicas elas podem ser subdivididas em famílias menores, 
como a família das α/β-hidrolases onde estão inseridas as lipases e esterases. 
Um núcleo de 5-8 folhas-β interligadas por estruturas α-hélice constituem a 
estrutura denominada sanduíche α/β/α das enzimas pertencentes a esta família 
(LENFANT et al., 2013). Estas enzimas diferenciaram-se a partir de um 
ancestral comum originando enzimas hidrolíticas, com vasta especificidade 
para diferentes substratos, os resíduos de aminoácidos da tríade catalítica 
estão presentes nos “loops” das cadeias protéicas, onde o nucleófilo está 












FIGURA 3. VARIAÇÃO ESTRUTURAL DAS α/β HIDROLASES. 
AS ESTRUTURAS EM α-HÉLICE ESTÃO DESTACADAS PELOS RETÂNGULOS BRANCOS 
E AS FOLHAS β PELAS SETAS BRANCAS AS ESTRUTURAS FORA DO PADRÃO 
CANÔNICO ESTÃO REPRESENTADAS POR TODAS AS OUTRAS ESTRUTURAS PRETAS, 
OS SÍTIOS DA TRÍADE CATALÍTICA ESTÃO REPRESENTADOS PELOS BLOCOS PRETOS 
EXCLUSIVAMENTE INCLUINDO OS PONTOS PRETOS SEGUIDOS PELA PRIMEIRA LETRA 
DE CADA AMINOÁCIDO CONSTITUINTE. (A) EPÓXIDO HIDROLASE DE A. radiobacter, (B) 
BREFELDIN A ESTERASE DE B. subitilis, (C) CARBOXILESTERASE DE Pseudomonas 
fluorescens, (D) LIPASE DE S. exfoliatus, (E) LIPASE DE P. aeruginosa, (F) ACETILXILANA 
ESTEARASE DE P. purpurogenum. ADAPTADO DENARDINI e DIJKSTRA (1999).    
  
Foi criado um banco de dados exclusivo para esta classe de enzimas, 
denominado ESTHER (Esterases and alpha/beta-Hydrolase Enzymes and 
Relatives) encontrado no endereço eletrônico 
http://bioweb.ensam.inra.fr/esther. Este servidor reúne e anota toda informação 
publicada relacionada com os genes e sequências de proteínas desta 
superfamília, bem como dados bioquímicos, farmacológicos e estruturais, de 
forma a conectá-los disponibilizando bases para estudar a estrutura e relações 







2.3 HIDROLASES: ESTERASESE LIPASES. 
A natureza das hidrolases com atividade lipolítica é diversa, elas 
ocorrem em plantas, animais e microrganismos, podendo ser classificadas de 
acordo com esta origem: vegetal, animal e microbianas. Independentemente de 
sua origem, elas funcionam catalisando tanto a síntese quanto a hidrólise de 
triacilgliceróis em glicerol e ácidos graxos (figura 4), a aplicabilidade 
biotecnológica destas enzimas envolvem ambos os sentidos de reação. Assim 
como as glicosil-hidrolases e proteases, as lipases e esterases de origem 
microbiana possuem maior importância industrial por serem mais estáveis (em 
comparação com as enzimas vegetais e animais) e podem ser obtidas em 
grandes quantidades. Mais de 50% destas enzimas são produzidas por 
leveduras e sintetizadas sob a forma de várias isoenzimas codificadas por 
diferentes genes. Entre muitas leveduras produtoras de lipase a Candida 
rugosa é mais frequentemente utilizada (JYOTI VAKHLU e AVNEET KOUR 
2005).  
 
FIGURA 4. REAÇÃO CATALISADA POR LIPASES. 
EM MEIO AQUOSO OCORRE A HIDRÓLISE DO ÉSTER GERANDO ÁCIDO CARBOXÍLICO E 
ÁLCOOL COMO PRODUTO DE REAÇÃO, EM MEIO ORGÂNICO A CATÁLISE OCORRE NO 
SENTIDO INVERSO SINTETIZANDO ÉSTER DE ÁCIDO GRAXO A PARTIR DE ALCOOL E 
ÁCIDO CARBOXÍLICO. 
 
Uma diferenciação muito utilizada entre lipases e esterases está 
relacionada aos substratos utilizados por elas. Esterases são enzimas 
lipolíticas que utilizam triacilgliceróis de cadeia carbônica mais curta como 
substrato (<10 átomos) enquanto lipases são aquelas capazes de catalisar 
reações envolvendo triacilgliceróis de cadeia carbônica maior (>10 átomos) 
(JAEGER, DJKSTRA e REETZ, 1999). Muitas destas enzimas foram estudadas 




como a atividade catalítica dependente de íons cálcio, pH, temperatura, e 
reações que são capazes de catalisar (ARPIGNY e JAEGER 1999). 
As lipases bacterianas podem ser classificadas em oito famílias 
diferentes de acordo com similaridade entre suas sequências de aminoácidos 
(famílias I à VIII). A família I é a maior e possui seis subdivisões (subfamília I.1 
à I.6), as subfamílias I.1 e I.2 compreendem as lipases do gênero 
Pseudomonas.  A primeira lipase purificada e a mais estudada pertence à 
espécie Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima possui vasta aplicabilidade 
industrial por apresentar especificidade para uma grande variedade de 
substratos (NARDINI et al., 2000). Estas subfamílias de lípases (I.1 e I.2) 
possuem um sítio catalítico constituído pelos resíduos de aminoácidos Ser-His-
Asp (tríade catalítica) (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996), onde o resíduo Ser está 
localizado em um pentapeptídeo semi conservado Gly(Ala)–X1–Ser–X2–Gly 
(JAEGER et al., 1994) ou Gly–X1–Ser–X2–Ser (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996), 
estas enzimas também são chamadas de “GxSxG” (JAEGER et al., 1994). 
Ao invés de apresentarem o pentapeptídeo convencional “GxSxG” as 
enzimas lipolíticas agrupadas na família II (GDSL) apresentam os resíduos Gly-
Asp-Ser-(Leu) [GDS(L)] contendo no sítio catalítico o resíduo serina (ARPIGNY 
e JAEGER 1999). 
Uma característica importante das lipases é o fenômeno de ativação 
interfacial, que se refere ao aumento da atividade enzimática na interface 
lipídio-água dos substratos. No topo do sítio catalítico da enzima existe um 
subdomínio denominado “tampa” ou “Lid” (figura 5) que interage com a 
interface lipídeo/água e sofre uma mudança conformacional. Na ausência da 






FIGURA 5. ESTRUTURA DA LIPASE DE Pseudomonas aeruginosa. 
α-HÉLICES E FOLHAS-β ESTÃO REPRESENTADAS PELAS ESPIRAIS E SETAS 
RESPECTIVAMENTE, AS α-HÉLICES EM VERMELHO PERTENCEM AO DOMÍNIO 
ENVOLVIDO COM A LIGAÇÃO ENZIMA-SUBSTRATO ONDE SE ENCONTRA A “TAMPA” 
(LID) (BRUMLIK e BUCKLEY, 1996). 
 
As lipases destas subfamílias usualmente são codificadas em um operon 
contendo um segundo gene responsável pela expressão de uma chaperona 
denominada Lif (Lipase-specific-foldase) essencial para o correto dobramento 
estrutural da enzima ativa (figura 6-A). Uma análise detalhada com base na 
homologia entre aminoácidos resultou na classificação destas chaperonas em 
quatro diferentes famílias Lif (I – IV) e revelou a presença de um motivo 
estrutural conservado entre elas Rx1x2FDY(F/C)L(S/T)A. Estas Lifs são 
ancoradas na membrana através de uma α-hélice interior hidrofóbica N-
terminal com o domínio C-terminal localizado no periplasma e são 
denominadas chaperonas estéricas, pois exercem a sua função fisiológica 
através da redução das barreiras energéticas durante o dobramento das 
lipases e sua ancoragem a membrana não é essencial a sua função (figura 6-





FIGURA 6. EXPRESSÃO DE CHAPERONA E LIPASE EM BACTÉRIAS. 
(A) TRANSCRIÇÃO E TRADUÇÃO DOS GENES DA LipA (LIPASE) E CHAPERONA (Lif), (B) 
FUNCIONAMENTO DA CHAPERONA PARA DOBRAMENTO DA LIPASE. ADAPTADO DE 














3.1 OBJETIVO GERAL 
 Identificar uma nova lipase a partir de clones de uma biblioteca 
metagenômica de solo contaminado com gordura animal. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Analisar 192 clones metagenômicos previamente selecionados com 
atividade lipolítica e selecionar aqueles que apresentam os maiores 
halos de hidrólise nos meios de cultura contendo trioleína 1%; 
 
 Purificar os fosmídeos dos clones selecionados e verificar duplicidade 
através do perfil de restrição de cada clone; 
 
 Construir sub-bibliotecas dos clones metagenômicos selecionados 
utilizando o vetor de clonagem pUC19;  
 
 Realizar a triagem das sub-bibliotecas em meios de cultura contendo 
trioleína para selecionar clones com atividade lipolítica; 
 
















4 MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 PLASMÍDEOS, VETORES E MICRORGANISMOS 
Foram isolados doze clones pertencentes às bibliotecas metagenômicas 
PL1A e PL2A (GLOGAUER et al., 2011), denominados D2, D9, D10, E3, E4, 
E7, E9, F6, F7, F9, G5 e H5 para que tivessem seus vetores recombinantes 
(pCC2FOS) digeridos pela enzima de restrição EcoRI, e os fragmentos gerados 
utilizados como insertos em nova clonagem. 
Foi utilizado o vetor plasmidial de clonagem pUC19 e células 
hospedeiras da estirpe TOP 10 de E.coli, para construção das sub-bibliotecas 
metagenômicas E7EcoRI (originária do clone E7), E4EcoRI (originária do clone 
E4) e D2EcoRI (originária do clone D2) (tabelas 1 e 2). 
TABELA 1 VETORES 
Vetores Característica Referência 
pCC2FOS lacZ, Sítio Cos, OriV, Ori2, CmR EPICENTRE 
pUC19 lacZ, AmpR Invitrogen 
 
TABELA 2 ESTIRPES DE Escherichia coli 
Estirpes  Fenótipo/Genótipo Referência 
TOP 10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara leu) 7697 galUgalKrpsL (StrR) 
endA1 nupG 
Invitrogen 
EPI300 [F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) (StrR) 
φ80dlacZΔM15 ΔlacX74 recA1endA1 





4.2 MEIOS DE CULTIVO 
Foram utilizados os meios de cultivo suplementados descritos na tabela 
3 para promoção do crescimento das estirpes de E.coli, preparados conforme 




TABELA 3 MEIOS UTILIZADOS PARA CULTIVO E CRESCIMENTO DAS 
BACTÉRIAS 
Meio de cultivo Composição Concentração 
LB (Luria Bertani) 
Triptona 





LB ágar (LA) 
Triptona 







LA + tributirina 1% 
Triptona 













LA + trioctanoína 1% 
Triptona 













LA + trioleína 1% 
Triptona 



















 Para crescimento, manutenção e seleção das estirpes de E. coli e dos 
plasmídeos foram utilizados os seguintes antibióticos: cloranfenicol 12,5 μg/mL 
(Cm12,5), cloranfenicol 30 μg/mL (Cm30), ampicilina 250 μg/ml (Amp250), 
estreptomicina 40 μg/mL (Sm40) e canamicina 50 μg/mL (Km50). Os 
antibióticos ampicilina, estreptomicina e canamicina foram preparados 
utilizando água ultrapura nas respectivas concentrações estoques 250, 40 e 
100 mg/mL, posteriormente as soluções foram esterilizadas por filtração 
utilizando membrana HAWP 0,22 µm. Cloranfenicol foi preparado em etanol 
95% (m/v) na concentração estoque de 30 mg/mL. As soluções de antibióticos 
foram armazenadas a -20°C. 
 
4.4 REAGENTES GERAIS 
 Enzimas de restrição, RNAse, tampões e sais utilizados para preparo de 
soluções foram todos de alto grau de pureza (grau biologia molecular) obtidas 
de diferentes fornecedores. 
 
4.5 BIBLIOTECAS METAGENÔMICAS 
 Os clones de partida utilizados no presente trabalho foram obtidos a 
partir de duas sub-bliotecas metagenômicas (PL1A e PL2A) selecionadas a 
partir de uma biblioteca contendo cerca de 500 mil clones (GLOGAUER et al., 
2011), construída a partir de um solo contaminado com gordura animal e 





FIGURA 7. BIBLIOTECAS METAGENÔMICAS. 
ESQUEMA INDICANDO A ORIGEM DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A EM pCC2FOS 
(GLOGAUER et al., 2011) E E7EcoRI, E4EcoRI e D2EcoRI EM pUC19. 
 
4.6 PREPARO DAS CÉLULAS ELETROCOMPETENTES E 
TRANSFORMAÇÕES BACTERIANAS 
As estirpes de E.coli utilizadas no processo de eletroporação foram 
cultivadas em 100 mL de meio LB até D.O.600nm de 0,6. Posteriormente a 
suspensão foi resfriada em gelo por 30 minutos. Em seguida as células foram 
coletadas por centrifugação em tubos do tipo falcon de 50mL à 300xg por 5 
minutos a 4°C em centrífuga do tipo Hitachi himac CR21. O precipitado de 
células foi lavado duas vezes com água ultrapura autoclavada e gelada e uma 
vez com glicerol 10% gelado, finalmente foi suspenso em 1 mL de glicerol 10%. 
 A eletroporação foi executada com alíquotas de 100μL de células 
eletrocompetentes utilizando 1μL de DNA oriundo da reação de ligação, 1μL da 
reação de inserção de transposon ou 0,5 μL de DNA proveniente de plasmídeo 
purificado. 
 A mistura foi transferida para o interior de uma cubeta de eletroporação 




no interior da câmara de eletroporação utilizando equipamento eletroporador 
Gene Pulser II (BioRad). As células foram ressuspendidas em 900 μL de meio 
LB e a mistura foi transferida para um frasco de 10mL previamente esterilizado 
e levada à agitação de 180rpm por 30 minutos à 37°C. Após o tempo de 
recuperação das células, as mesmas foram plaqueadas em meio sólido LA 
com antibióticos específicos para as resistências relacionadas e 30μg/mL de X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosideo) que é reconhecido como 
substrato para enzima β-galactosidase. As placas foram incubadas em estufa à 
37°C por 24 horas. 
 
4.7 CONSTRUÇÃO DAS SUB-BIBLIOTECAS METAGENÔMICAS 
As sub-bibliotecas metagenômicas foram construídas utilizando o vetor 
pUC19 (Invitrogen) em cinco etapas consecutivas sendo elas: 1º Análise dos 
clones em pCC2FOS, 2º Extração do vetor fosmidial pCC2FOS recombinante, 
3º comparação dos perfis de restrição, 4º Fragmentação dos fosmídeos 
selecionados e 5º Clonagem em vetor plasmidial pUC19. As etapas estão 
descritas adiante. 
 
4.7.1 ANÁLISE DOS CLONES EM pCC2FOS 
 Foi feito o cultivo dos clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A em meios 
de cultura LB contendo ágar, arabinose 0,001% (m/v), cloranfenicol 12,5 μg/ml 
e três tipos de triacilgliceróis isoladamente: tributirina 1%, trioleína 1% ou 
trioctanato1%.  
 
4.7.2 EXTRAÇÃO DO VETOR FOSMIDIAL pCC2FOS RECOMBINANTE 
 Esta etapa foi realizada através da multiplicação das bactérias em meios 
de cultivo líquido. As bactérias que apresentaram halos de hidrólise em 
trioleína 1% foram inoculadas em frascos de cultivo de 25 mL contendo 5mL de 
meio Luria-Bertani (LB), cloranfenicol 12,5 μg/mL para seleção e 0,001% de L-
arabinose para aumento do número de cópias do fosmídeo. A incubação foi 
feita por aproximadamente 16 horas em agitador orbital (shaker) à 37°C. O 
DNA fosmidial foi purificado de acordo com o protocolo de lise alcalina 





4.7.3 COMPARAÇÃO DOS PERFIS DE RESTRIÇÃO 
 A reação de restrição foi composta por 5 μL de DNA fosmidial purificado 
pelo método de lise alcalina (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989)  2 μL 
do tampão apropriado,  0,5 μL da enzima BamHI 10U/μL  (Fermentas) e 12,5 
μL de água ultrapurificada, o sistema foi levado a incubação à 37°C por 24 
horas. 
O vetor utilizado para a construção da biblioteca metagenômica 
(pCC2FOS) apresenta dois sítios de restrição para BamHI que flanqueiam o 
sítio de clonagem. A utilização desta enzima, portanto, libera o inserto do vetor. 
Para confirmação dos perfis de restrição, os fosmídeos que apresentaram 
semelhança quando digeridos com BamHI foram digeridos com 0,5 μL da 
enzima EcoRI 10U/μL (Fermentas) e seus perfis foram novamente 
comparados. 
Foi feita eletroforese em gel de agarose 1% utilizando 8 μL da solução 
de restrição e 4 μL de FSuds (Sambrook et al., 1989), com a finalidade de 
avaliar os perfis de digestão de cada clone para que fossem eliminados 
aqueles que apresentaram perfis iguais. 
 
4.7.4 FRAGMENTAÇÃO DOS FOSMÍDEOS SELECIONADOS 
 Os fosmídeos purificados foram submetidos novamente ao processo de 
digestão com a enzima de restrição EcoRI com objetivo de se obter fragmentos 
de DNA com tamanhos variados entre 3 e 10 kb para que fossem utilizados 
como insertos para clonagem em vetor pUC19. O DNA foi submetido em um 
sistema contendo 10μL de DNA fosmidial, 3,0μL de tampão apropriado, 0,5μL 
de enzima de restrição EcoRI e água ultrapura q.s.p 16,5μL. A digestão do 
DNA fosmidial foi feita em tubos de 1,5mL por um período de 2 horas à 37°C. 
 
4.7.5 CLONAGEM EM VETOR PLASMIDIAL pUC19 
Os fragmentos de DNA obtidos pela digestão dos fosmideos 
selecionados foram utilizados como insertos para clonagem no vetor pUC19 
linearizado com a enzima de restrição EcoRI. Após ligação, a solução foi 
utilizada para transformar bactéria E. coli estirpe Top10 (Sambrook et al., 
1989). A seleção dos transformantes foi realizada na presença de 250 μg/ml de 




gal) e 1% de tributirina. As colônias que continham o DNA recombinante 
apresentaram coloração esbranquiçada e ainda apresentaram halo de hidrólise 
da tributirina adicionada ao meio de cultivo. 
 
4.8 ARMAZENAMENTO DOS CLONES TRANSFORMADOS 
 As colônias das novas bibliotecas foram inoculadas em placas do tipo 
ELISA contendo 100 μL de meio de cultura líquido LB contendo ampicilina 250 
μg/ml e levadas a incubação à 37°C durante 12 horas. Após a incubação foi 
adicionado 100μL de glicerol 50% às culturas e as mesmas foram 
armazenadas em freezer à -20°C. 
 
4.9 SEQUENCIAMENTO DOS CLONES EM pUC19 
O sequenciamento dos clones que apresentaram atividade de lipases 
compreendeu três etapas, sendo elas: 1º mutagênese aleatória por inserção de 
transposon, 2º amplificação dos genes por reação em cadeia da polimerase 
(PCR), 3º Sequenciamento do produto obtido pela PCR e 4º análise das 
sequências obtidas. 
 
4.9.1 MUTAGÊNESE ALEATÓRIA COM TRANSPOSON 
 Todos os clones positivos para atividade lipolítica foram submetidos à 
mutagênese aleatória com transposon. A mutagênese foi realizada utilizando 
um kit de inserção de transposon EZ:TN <KAN-2> EPICENTRE de acordo com 
instruções do fabricante. O sistema continha aproximadamente 500 ng de DNA 
dupla fita, 1 μL de tampão de reação (Tris-acetato pH 7,5 0,5 M, acetato de 
potássio 1,5 M, acetato de magnésio 0,1 M e espermidina 0,04 M) concentrado 
10X, 0,3 μL de transposase (1 U/μL), 0,3 μL de transposon (0,1 pmol/μL) e 
água ultrapura para um volume final de 10 μL.  
A reação foi incubada a 37°C durante 4 horas. Após o término desse 
período foi adicionado 1 μL de solução de parada (SDS 1% m/v) e a reação 
levada a incubação à 70°C durante 20 minutos.O sistema de reação foi 
transformado em E. coli estirpe TOP10 e os transformantes foram selecionados 
em placas de meio sólido LA contendo 50 μg/mL de canamicina. Os clones 




tributirina (m/v) para seleção de clones que não são capazes de produzir halo 
de hidrólise indicando que a inserção ocorreu no gene da lipase.  
 
4.9.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
Os clones que perderam a atividade lipolítica (indicativo de inserção do 
transposon em região do gene importante para atividade lipolítica) tiveram seu 
DNA plasmidial extraído pelo método de lise alcalina conforme SAMBROOK, 
FRITSCH e MANIATIS (1989) e foram submetidos a reação de PCR utilizando 
os primers<KAN 2> FP-1 e <KAN 2> RP -1 (tabela 4) fornecidos juntamente 
com o kit de inserção de transposon EZ:TN <KAN-2> EPICENTRE. A reação 
foi realizada conforme protocolo BigDye® Terminator indicado pelo fabricante 
AppliedBiosystems. 
TABELA 4- PRIMERS <KAN-2> RP-1 E FP-1 
Primer Orientação 
5' - ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC - 3' Forward (FP-1) 
5' - GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG - 3' Reverse (RP-1) 
 
4.9.3 SEQUENCIAMENTO DO PRODUTO DE AMPLIFICAÇÃO. 
 As regiões de inserção do transposon foram determinadas por 
sequenciamento de DNA a partir de suas extremidades. Foi utilizado o método 
de terminação de cadeia utilizando didesoxirribonucleotídeos (SANGER et al., 
1977) conforme protocolo BigDye® Terminator – Applied Biosystems em 
seqüenciador automático 3500xL GeneticAnalyzer, as sequências obtidas 
foram analisadas utilizando a plataforma Basic Local Alignment Search Tool - 
BLAST®. 
 
4.9.4 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS OBTIDAS 
A identificação de fases de leitura aberta (Open Reading Frames ou 
ORFs), a partir dos contigs reconstruídos, foi realizada com o auxílio do 
programa Artemis (RUTHERFORD, 2000). O Artemis consiste em um 
programa anotador de sequências de DNA que permite a visualização das seis 
fases de leitura dentro da sequência submetida a ele. A identificação de ORFs 
pelo Artemis é realizada basicamente pela procura entre códons de início 




As sequências de DNA das ORFs identificadas foram comparadas com 
as sequências depositadas no banco de dados GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa BLASTx (ALTSCHUL et 
al., 1997). Sequências de aminoácidos foram comparadas utilizando-se o 
programa BLASTp (ALTSCHUL et al., 1997). Em ambos os casos foi utilizado o 
banco de dados de proteínas não redundantes (nr). A presença de peptídeo 
sinal foi determinada pelo programa SIGNALIP-4.1 (Petersen et al., 2011). Os 
dendogramas filogenéticos foram construídos no programa MEGA 6.0 (Tamura, 
Peterson et al., 2013) utilizando o modelo de distância p. O valor de 
reamostragem (“boostrap”) foi de 1000 repetições. 
 
4.10 AMPLIFICAÇÃO DOS GENES POR REAÇÃO EM CADEIA DA 
DNA POLIMERASE (PCR) 
Nesta etapa foram desenhados oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) 
para os genes identificados através do sequenciamento utilizando a ferramenta 
IDToligoanalyzer versão 3.1 (tabela 5). O peptídeo sinal presente foi 
identificado utilizando a ferramenta SIGNALIP-4.1 (Petersen et al., 2011).Esta 
determinação possibilitou o desenho de primers para clonagem da lipase inteira 
e truncada (sem o peptídeo sinal). 
Os genes codificadores de lipases foram amplificados por PCR 
(Polymerase Chain Reaction) em um sistema contendo 1U de Taq DNA 
polimerase (produção própria), 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 200 
μM de dNTP, 5 μL de tampão de reação (Tris-HCl pH 8,4 e KCl 500 mM) 
concentrado 10X, 1 μL de MgSO4 50 mM, aproximadamente 10 ng de DNA 
molde (plasmídeo) e água ultrapura para um volume total de 50 μL. A reação 
foi realizada em termociclador. Nesta etapa foi escolhida para superexpressão 










TABELA 5 – “PRIMERS” PARA AMPLIFICAÇÃO DOS GENES 





AATGGCTATTGGTGCTG     
Forward LipE7 NdeI 
Lipase 5’GCCATGGAATTCTCAT
AACCCCAGTCTCTG      










Reverse LipE7-Trunc EcoRI 
Chaperona 5’ACTGGGCATATGAAC
AAGGCATGGCTGATG 
Forward ChapE7 NdeI 
Chaperona 5’TTATTGGAATTCTCAC
TCGCCCAGCCTGAGC 
Reverse ChapE7 EcoRI 
Lipase 5’ATGGACCATATGAAAA
AATGGCTATTGGTGCTG 
Forward LipE7 NdeI 
Lipase 5’GCCATGGGTACCTCA
TAACCCCAGTCTCTG 










Reverse LipE7-Trunc KpnI 
Chaperona 5’ACTGGGCATATGAAC
AAGGCATGGCTGATG 
Forward Chap-E7 NdeI 
Chaperona 5’TTATTGGGTACCTCAC
TCGCCCAGCCTGAGC 
Reverse Chap-E7 KpnI 
 
5 RESULTADOS 
A partir de uma biblioteca metagenômica construída a partir de solo de 
uma lagoa de efluentes de gordura animal de uma indústria de alimentos 
(Glogauer et al., 2011) foram isolados 192 clones com potencial atividade 
lipolítica. Estes clones foram mantidos em placas de 96 poços e indicadas 
como sub-bibliotecas PL1A e PL2A. Neste trabalho foram analisadas essas 




5.1 ANÁLISES DOS CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A 
Inicialmente os clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A foram 
inoculados em meios de cultivo suplementados com três diferentes tipos de 
triacilgliceróis: tributirina, trioctanoína e trioleína. A formação de halo de 
hidrólise permite verificar a atividade de degradação do triacilglicerol 
adicionado ao meio. 
As lipases consideradas verdadeiras são aquelas que possuem a 
capacidade de hidrolisar triacilglicerol de cadeia longa, sendo esta a 
característica central de diferença com as esterases. A finalidade desta etapa 
foi verificar quais clones oriundos das sub-bibliotecas PL1A e PL2A eram 
capazes de hidrolisar os diferentes tipos de triacilglicerol e ainda identificar 
quais deles apresentavam atividade de uma lipase verdadeira (figuras 8 a10). 
Os clones que apresentaram os maiores halos de hidrolise contra trioleína 






FIGURA 8. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR 
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIBUTIRINA. 
AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIÕES 






FIGURA 9. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR 
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIOCTANOÍNA. 
AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIÕES 





FIGURA 10. CLONES DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E PL2A (SUPERIOR E INFERIOR 
RESPECTIVAMENTE) CULTIVADAS EM MEIO LA CONTENDO 1% DE TRIOLEÍNA. 
AS PLACAS FORAM CULTIVADAS A 37°C POR 72 HORAS E AS REGIÕES 
TRANSLÚCIDAS CORRESPONDEM AO HALO DE HIDRÓLISE DA TRIOLEÍNA. EM 
VERMELHO ESTÃO INDICADOS OS CLONES ESCOLHIDOS PARA CONTINUAR OS 
ESTUDOS. 
 
 Foram selecionados os clones D2, D10, D9, E3, E4, E7, E9, F6, F7, F9 e 
G5 oriundos da biblioteca PL1A e o clone H5 oriundo da biblioteca PL2A para 






5.2 ANÁLISES DOS CLONES SELECIONADOS 
 Após a seleção dos clones das sub-bibliotecas PL1A e PL2A realizou-se 
a extração dos fosmídeos a fim de verificar uma possível duplicidade de clones 
utilizando perfil eletroforético. Os fosmídeos purificados foram digeridos com a 
enzima de restrição (BamHI e EcoRI) e os perfis obtidos foram comparados 
(figuras 11 e 12). 
 A enzima de restrição BamHI corta o fosmídeo pCC2FOS em duas 
localizações distintas 353 e 407, liberando o inserto clonado, além de cortar o 
inserto nas sequências de reconhecimento da enzima distribuídos em sua 
extensão. O perfil de restrição da enzima BamHI é apresentado na figura 10. 
 Os fosmídeos oriundos dos clones E7, E4, F6, E9, F7, e F9 
apresentaram certa semelhança no perfil de bandas quando digeridos com a 
enzima de restrição BamHI, portanto estes foram selecionados para digestão 



















FIGURA 11.ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS FOSMÍDEOS DIGERIDOS 
COM A ENZIMA DE RESTRIÇÃO BamHI. 
OS FOSMÍDEOS EXTRAÍDOS DOS CLONES ISOLADOS DAS SUB-BIBLIOTECAS PL1A E 
PL2A ESTÃO INDICADOS BEM COMO O MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB 
LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA 





FIGURA 12. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DOS FOSMÍDEOS DIGERIDOS 
COM A ENZIMA DE RESTRIÇÃO EcoRI. 
OS CLONES ESTÃO INDICADOS BEM COMO O MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB 
LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA 
UTILIZANDO SISTEMA DE FOTODOCUMENTAÇÃO UVP. 
 
 Os fosmídeos extraídos dos clones isolados das sub-bibliotecas PL1A e 
PL2A que apresentaram perfis semelhantes quando digeridos com a enzima de 
restrição BamHI foram novamente digeridos com a enzima de restrição EcoRI a 
fim de verificar se realmente eram iguais. A restrição com a enzima EcoRI 
indicou que os fosmídeos possuem perfis diferentes, sugerindo portanto que 
todos os 12 clones isolados das sub-bibliotecas PL1A e PL2A são 
potencialmente distintos. 
 
5.3 CONSTRUÇÃO DAS SUB-BIBLIOTECAS A PARTIR DOS FOSMÍDEOS 
ISOLADOS. 
 Os fosmídeos isolados apresentam insertos da ordem de 40kb, 
dificultando o sequenciamento e a identificação do gene da lipase. Diversas 
tentativas foram realizadas a fim de construir bibliotecas utilizando clonagem 
tipo “shot-gun”, porém, sem sucesso (dados não mostrados). Desta forma a 




com a enzima EcoRI. Esses fragmentos foram clonados em vetor pUC19 e os 
clones foram analisados quanto a capacidade de formarem halo de hidrólise de 
triacilgliceróis. 
 A construção das sub-bibliotecas foi executada em três etapas distintas, 
sendo elas: 1° Fragmentação dos fosmídeos das bibliotecas PL1A e PL2A, 2° 
Ligação dos fragmentos do DNA fosmidial ao vetor pUC19 e seleção dos 
clones contendo DNA recombinante e 3º Armazenamento dos clones 
transformados. 
 
5.3.1 DIGESTÃO DOS FOSMÍDEOS DAS BIBLIOTECAS PL1A E PL2A. 
 Os fosmídeos foram digeridos com a enzima de restrição EcoRI a fim de 
obter fragmentos de DNA com tamanhos variados entre 3 e 10 kb, para que 
esses fragmentos gerados fossem utilizados como insertos na ligação com o 
novo vetor pUC19. Nesta etapa foram selecionados apenas os clones E7, E4 e 
D2 oriundos das bibliotecas PL1A. Esta escolha foi feita, pois esses clones 
apresentaram os maiores halos de hidrólise quando cultivados em meio 
contendo trioleína. 
 
5.3.2 LIGAÇÃO DOS FRAGMENTOS DO DNA FOSMIDIAL AO VETOR 
pUC19 E SELEÇÃO DOS CLONES COM DNA RECOMBINANTE 
Os fragmentos de DNA obtidos dos clones E7, E4 e D2 foram então 
clonados no vetor pUC19 linearizado com a enzima de restrição EcoRI. Após a 
ligação, este sistema foi utilizado para transformar bactéria E. coli estirpe 
Top10 (Sambrook et al., 1989). A seleção dos clones transformantes foi 
realizada na presença de 250 μg/mL de ampicilina e 30 μg/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosideo (X-gal) e 1% de tributirina. O X-gal 
permitiu diferenciar os clones transformantes que possuíam o vetor pUC19 
recombinante. Esta diferenciação ocorre, pois o X-gal é utilizado como 
substrato pela enzima β-galactosidase, como o vetor pUC 19 possui em seu 
sítio de policlonagem o gene LacZ os clones que não possuíam o vetor 
recombinante continuariam capazes de utilizar o X-gal como substrato 
apresentando assim uma coloração azulada, logo os clones que possuíam o 
vetor recombinante não seriam capazes de hidrolisar o composto X-gal e 




O meio de cultivo também foi suplementado com tributirina nesta 
seleção, para visualização de halo de hidrólise do triacilglicerol. A escolha da 
tributirina é justificada pois a formação do halo de hidrólise ocorre em um 
período mais curto de incubação quando comparado a trioleína ou trioctanoína. 
Assim as colônias que possuíam o DNA recombinante contendo sequências de 
DNA que eram capazes de expressar uma lipase apresentaram coloração 
esbranquiçada e ainda apresentaram halo de hidrólise da tributirina adicionada 
ao meio de cultivo, conforme ilustrado na figura 13. 
 
FIGURA 13. TRANSFORMANTES OBTIDOS DA SUBCLONAGEM DE FRAGMENTOS DE 
DNA DO FOSMÍDEO E7. 
APÓS A TRANSFORMAÇÃO A SUSPENSÃO BACTERIANA FOI PLAQUEADA EM MEIO LA 
CONTENDO 1% DE TRIBUTIRINA NA PRESENÇA DE X-GAL E AMPICILINA. APÓS 24 
HORAS DE CULTIVO A 37°C OS TRANSFORMANTES FORAM ANALISADOS. PODE-SE 
OBSERVAR A COLORAÇÃO ESBRANQUIÇADA DAS COLÔNIAS DEVIDO A PERDA DA 
ATIVIDADE β-GALACTOSIDASE E AINDA A FORMAÇÃO DO HALO DE HIDRÓLISE 
(INDICADO PELAS SETAS) DA TRIBUTIRINA ADICIONADA AO MEIO DE CULTIVO. 
 
 As colônias das novas bibliotecas foram inoculadas em placas do tipo 
ELISA de 96 poços contendo 100uL de meio de cultura líquido LB 
suplementado com ampicilina 250μg/ml e levadas à incubação a 37°C durante 




Para cada fosmídeo previamente selecionado, D2, E4 e E7, subclones 
foram isolados gerando as sub-bibliotecas D2EcoRI (96 clones), E4EcoRI (96 
clones) e E7EcoRI (192 clones). Cada sub-biblioteca apresenta clones com ou 
sem atividade de hidrólise de tributirina com objetivo de permitir a obtenção da 
sequencia dos fosmídeos D2, E4 e E7.  
A construção dessas sub-bibliotecas que apresentam insertos da ordem 
de 10 kb e vetor de alto número de cópias facilita as etapas subsequentes de 
sequenciamento.  
   
5.4 SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DE SEQUÊNCIA DOS SUB-CLONES 
EM pUC19 
Com o objetivo de identificar as lipases codificadas pelos fosmídeos D2, 
E4 e E7, o sequenciamento foi realizado primeiramente com os subclones que 
apresentaram atividade de hidrólise de tributirina. O sequenciamento foi 
executado em duas etapas consecutivas: 1º Mutagênese aleatória por inserção 
de transposon e cultivo dos transformantes em meio suplementado com 
tributirina 1%; 2º Sequenciamento e análise das sequências obtidas. 
 
5.4.1 MUTAGÊNESE ALEATÓRIA POR INSERÇÃO DE TRANSPOSON E 
CULTIVO DOS TRANSFORMANTES EM MEIO SUPLEMENTADO 
COM TRIBUTIRINA 1%. 
 A finalidade central desta etapa foi o sequenciamento dos genes de 
expressão da lipase através da inserção do transposon nesta região, fazendo 
com que os clones inicialmente ativos perdessem a atividade após a 





FIGURA 14. ESQUEMA DO PROCESSO DE MUTAGENESE ALEATÓRIA POR INSERÇÃO 
DE TRANSPOSON. 
A COMPOSIÇÃO DO SISTEMA COMPREENDE O DNA ALVO, TRANSPOSON E 
TRANSPOSASE, POSTERIORMENTE OCORRE UMA REAÇÃO DE TRANSESTERIFICAÇÃO 
INSERINDO O TRANSPOSON NO DNA ALVO, APÓS A TRANSFORMAÇÃO EM CÉLULAS 
DE E.coli O DNA É REPARADO FAZENDO COM QUE O CLONE INICIALMENTE ATIVO 
PERCA SUA ATIVIDADE LIPOLÍTICA, CASO O TRANSPOSON SEJA INSERIDO NA REGIÃO 





FIGURA 15. ESQUEMA DE INSERÇÃO DE TRANSPOSON EM DIFERENTES REGIÕES DO 
DNA ALVO. 
O TRANSPOSON KanR É INSERIDO EM DIVERSAS REGIÕES DO VETOR 
RECOMBINANTE POSSIBILITANDO O SEQUENCIAMENTO A PARTIR DE SUAS 
EXTREMIDADES, A INSERÇÃO PODERÁ OCORRER EM UMA REGIÃO IMPORTANTE 
PARA EXPRESSÃO DA LIPASE FAZENDO COM QUE O TRANSFORMANTE 
ORIGINALMENTE ATIVO SE TORNE INATIVO. 
 
 O transposon utilizado <KAN-2> possui gene que confere resistência ao 
antibiótico canamicina. Após a transformação foi feito o cultivo em meios 
suplementados com canamicina e tributirina para seleção dos transformantes 
quanto à resistência ao antibiótico e ainda a atividade lipolítica do triacilglicerol 





FIGURA 16. TRANSFORMANTES RESISTENTES A CANAMICINA CULTIVADOS EM MEIO 
SUPLEMENTADO COM TRIBUTIRINA 1%. 
AS PLACAS FORAM MANTIDAS EM INCUBAÇÃO A 37°C POR 48 HORAS. OBSERVA-SE 
QUE FORAM OBTIDOS CLONES COM OU SEM ATIVIDADE DE DEGRADAÇÃO DE 
TRIBUTIRINA, OS CLONES QUE APRESENTAM ATIVIDADE TIVERAM O TRANSPOSON 
FORA DO GENE DE EXPRESSÃO DA LIPASE E AQUELES QUE SOFRERAM PERDA DE 
ATIVIDADE POSSUEM O TRANSPOSON INSERIDO NUMA REGIÃO IMPORTANTE PARA 
ATIVIDADE DA LIPASE, SENDO ESSES SELECIONADOS PARA ETAPA DE 
SEQUENCIAMENTO DE DNA. 
 
Todos os transformantes com inserção de transposon sejam eles ativos 
ou não foram estocados em novas placas de 96 poços, dando origem a novas 
bibliotecas denominadas E7EcoRI – Trans, E4EcoRI –Trans e D2EcoRI – 
Trans.  
 
5.4.2 SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS. 
O sequenciamento dos transformantes que perderam atividade lipolítica 
foi feito a partir das extremidades do transposon. As reações de 
sequenciamento foram realizadas utilizando “primers” específicos que se 




biblioteca E7EcoRI – Trans, 10 clones da E4EcoRI - Trans e 5 clones da 
biblioteca D2EcoRI – Trans foram utilizados. 
Todas as sequências obtidas foram analisadas e anotadas a partir dos 
contigs reconstruídos com o auxílio do programa Artemis (figura 17). Análise de 
comparação pelos programas Basic Local Alignment Search Tool - BLAST® 
indicou que os sub-clones E7EcoRI e E4EcoRI codificam para o mesmo gene 
de uma lipase e o sub-clone D2EcoRI para o gene de outra lípase já 
identificada anteriormente em outro trabalho (dados não mostrados) assim o 
sub-clone E7EcoRI foi então selecionado para caracterização. Os resultados 
do sequenciamento indicaram uma orf de 903pb que codifica para uma lipase 
de 301 aminoácidos e uma ORF de 741pb que codifica para uma chaperona de 
247 aminoácidos (figura 18). A comparação realizada pelo programa BLASTx 
indicou que tanto a lipase quanto a chaperona possuem 98% de identidade 
com as da espécie Aeromonas hydrophila. Através da análise de sequência da 
LipE7 foi constatada que ela está inserida na família I de lipases bacterianas 
dependentes de chaperona (Lipase-specific-foldase) baseados na classificação 
proposta por ARPIGNY e JAEGER (1999) e atualizada por JAEGER e 
EGGERT (2000). 
A lipase e chaperona objeto deste trabalho foram denominadas LipE7 e 
ChapE7 respectivamente. 
 
FIGURA 17. ANOTAÇÃO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS PELO PROGRAMA ARTEMIS. 
A PRIMEIRA ORF (CDS) DA ESQUERDA PARA DIREITA CORRESPONDE A LIPASE E 
ESTÁ CONTIDA NA PRIMEIRA FASE DE LEITURA, ADJASCENTE A LIPASE ESTÁ A ORF 
REFERENTE AO GENEDA CHAPERONA CONTIDA NA TERCEIRA FASE DE LEITURA, FOI 
CONSTATADA QUE EXISTE UMA SOBREPOSIÇÃO DE TRES NUCLEOTIDEOS (FINAL DA 




 1 atgaaaaaatggctattggtgctgttgtgcgccctgcccatgctgggccaggcggcaggt 60 
          M  K  K  W  L  L  V  L  L  C  A  L  P  M  L  G  Q  A  A  G     F1 
   
       61 tatacccagacccgctaccccatagtgctggtgcacggcctgttcggcttcgacaagctg 120 
          Y  T  Q  T  R  Y  P  I  V  L  V  H  G  L  F  G  F  D  K  L     F1 
   
      121 ctcggggtcgactacttgtacggcattccccaggcgctgacccgggacggcgccagggtc 180 
          L  G  V  D  Y  L  Y  G  I  P  Q  A  L  T  R  D  G  A  R  V     F1 
   
      181 tacgtggcccaggtctccgccacccagagctcggaactgcgcggtgagcagctgctcaag 240 
          Y  V  A  Q  V  S  A  T  Q  S  S  E  L  R  G  E  Q  L  L  K     F1 
   
      241 caggtacagcaggtgctcgccatcaccggggctgagaaggtgaacctcataggccactcc 300 
          Q  V  Q  Q  V  L  A  I  T  G  A  E  K  V  N  L  I  G  H  S     F1 
   
      301 cacggcggccccaccattcgctacgttgcctcggtcgcccccgagctggtcgcctccgcc 360 
          H  G  G  P  T  I  R  Y  V  A  S  V  A  P  E  L  V  A  S  A     F1 
   
      361 accagcgtgggcggggtcaactacggctcggagatcgccgatctggtacgcgccaacgtg 420 
          T  S  V  G  G  V  N  Y  G  S  E  I  A  D  L  V  R  A  N  V     F1 
   
      421 acagcgggctcggtggccgagaagctggcggtggccgccgcctcggccctgtccggggtc 480 
          T  A  G  S  V  A  E  K  L  A  V  A  A  A  S  A  L  S  G  V     F1 
   
      481 atctcgctgctctccgggggcagccagctgccgcaggatcccctcgccgccctcgacgcc 540 
          I  S  L  L  S  G  G  S  Q  L  P  Q  D  P  L  A  A  L  D  A     F1 
   
      541 ctcaccagcgccggcgcccagcgcttcaaccagcgctatccggaagggttgcccagccag 600 
          L  T  S  A  G  A  Q  R  F  N  Q  R  Y  P  E  G  L  P  S  Q     F1 
   
      601 tattgcggtgaagggcccatgcaggccgccaacggggtctactacttctcctggagcggg 660 
          Y  C  G  E  G  P  M  Q  A  A  N  G  V  Y  Y  F  S  W  S  G     F1 
   
      661 cgcggtaccatgaccaacatcctggatccggtggatccggcgctggcgctgaccggcagc 720 
          R  G  T  M  T  N  I  L  D  P  V  D  P  A  L  A  L  T  G  S     F1 
   
      721 ttcttcgaggagcccaacaacggcctggtcggggtgtgcagcagccacctcggcaaggta 780 
          F  F  E  E  P  N  N  G  L  V  G  V  C  S  S  H  L  G  K  V     F1 
   
      781 atcggcaccgactaccggatgaaccacctggacgaggtgaaccagtcgttcggcattcgc 840 
          I  G  T  D  Y  R  M  N  H  L  D  E  V  N  Q  S  F  G  I  R     F1 
   
      841 cacctgttcgagaccgacccggtcggcctctatcgccagcacgccaaccgcctgcagaga 900 
          H  L  F  E  T  D  P  V  G  L  Y  R  Q  H  A  N  R  L  Q  R     F1 
   
      901 ctggggttatgaacaaggcatggctgatggccgctccactgggagcggccctgctgctgg 960 
          L  G  L  * 
                  M  N  K  A  W  L  M  A  A  P  L  G  A  A  L  L  L  G   F3 
      961 ggggttggcagctgtggcccgccccgagccccgactcggccgcccccttggcgcaagagg 1020 
            G  W  Q  L  W  P  A  P  S  P  D  S  A  A  P  L  A  Q  E  A   F3 
 
     1021 ccgggccggcctcccccctcgcccggcaggccgcttcctcgtcagatgagcactcgctgc 1080 
            G  P  A  S  P  L  A  R  Q  A  A  S  S  S  D  E  H  S  L  Q   F3 
 
     1081 aggctcgctatgaggcctttcttgccgccgaaagcagcctgacggtgccgaccgacccgg 1140 
            A  R  Y  E  A  F  L  A  A  E  S  S  L  T  V  P  T  D  P  G   F3 
 
     1141 gcctggccagcctgcaggtgctgttcgaccagcgcgagcagttgcgccagcagagcttca 1200 
            L  A  S  L  Q  V  L  F  D  Q  R  E  Q  L  R  Q  Q  S  F  T   F3 
 
     1201 ccccggccgagcaggagcagctgtttgccgaggatcggctgatggagcagtggaccctgc 1260 
            P  A  E  Q  E  Q  L  F  A  E  D  R  L  M  E  Q  W  T  L  R   F3 
 
     1261 gccgcaaggcgctggcggaggctggcgatgccgacaagccgctgctggcgagcgagctcg 1320 
            R  K  A  L  A  E  A  G  D  A  D  K  P  L  L  A  S  E  L  E   F3 
 
     1321 agctctggctggcggagcagccccagtggtttcgggaggcggaggccaacagccgcctgc 1380 




     1381 tcggcgatctgcagagtctggagcgactgccggcggccgagcgcgacgccgtgctgcgcg 1440 
            G  D  L  Q  S  L  E  R  L  P  A  A  E  R  D  A  V  L  R  E   F3 
 
     1441 agcagctgggaccggaggcggcggaccggctgcaccagctggcggagagtcagcaggggt 1500 
            Q  L  G  P  E  A  A  D  R  L  H  Q  L  A  E  S  Q  Q  G  F   F3 
 
     1501 tcgagcagcagctggccggctatctggccgaactcaagcccctgcccgccgagcggcggg 1560 
            E  Q  Q  L  A  G  Y  L  A  E  L  K  P  L  P  A  E  R  R  A   F3 
 
     1561 ccgagcagcagccggagatcctggcgcgctggttcgagcccggccagtggcgacgggtgg 1620 
            E  Q  Q  P  E  I  L  A  R  W  F  E  P  G  Q  W  R  R  V  E   F3 
 
     1621 aagccctcacccggctcaggctgggcgagtga 1652 
            A  L  T  R  L  R  L  G  E  *                                 F3 
 
FIGURA 18. SEQUÊNCIA DE NUCLEOTÍDEOS ( EM LETRAS MINÚSCULAS) REFERENTE 
AS orfsQUE CODIFICAM PARA A LIPASE E A CHAPERONA. 
 A NUMERAÇÃO INDICA A POSIÇÃO DE CADA BASE. O PRODUTO DE TRADUÇÃO DE 
CADA orf ESTÁ INDICADA EM LETRAS MAIÚSCULAS ABAIXO DA SEQUÊNCIA DE 
NUCLEOTÍDEOS. A SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DA LIPASE ESTÁ INDICADA EM AZUL 
E A DA CHAPERONA É INDICADA EM VERMELHO. F1 E F3 INDICAM A FASE DE LEITURA 
DE CADA orf . * INDICA O CÓDON DE PARADA DE TRADUÇÃO. 
 
Foram estimadas as regiões na sequencia de aminoácidos da LipE7 
referentes a tríade catalítica, ponte de dissulfeto e sítio de ligação a cálcio. Em 
seguida estas regiões foram alinhadas com lipases de outras espécies 
bacterianas inseridas na mesma família enzimática (figura 19). 
 
 
FIGURA 19 REGIÕES CONSERVADAS DA LIPE7. 
ALINHAMENTO ENTRE AS REGIÕES CONSERVADAS DAS SEQUÊNCIAS DE 
AMIOÁCIDOS REFERENTES Á TRÍADE CATALÍCA (VERMELHO), PONTES DE 
DISSULFETO (VERDE) E SÍTIO DE LIGAÇÃO Ca²+ DA LIPE7 COM OUTRAS LIPASES 
BACTERIANAS INSERIDAS NA MESMA FAMÍLIA ENZIMÁTICA. 
 
Um dendrograma filogenético foi construído no programa MEGA 6.0 




BLASTp, (figura 20). Esta análise foi feita para verificar as relações evolutivas 
entre a LipE7 e as demais lipases das subfamílias I, baseados na classificação 
proposta por ARPIGNY e JAEGER (1999) e atualizada por JAEGER e 
EGGERT (2000).  
 
FIGURA 20.ÁRVORE FILOGENÉTICA DA LipE7 
A ÁRVORE FOI CONSTRUÍDA PELO MÉTODO NEIGHBOR-JOINING UTILIZANDO O 
SOFTWARE MEGA 6.06. FOI CALCULADA A SIGNIFICÂNCIA ESTATÍSTICA UTILIZANDO 
1.000 REPETIÇÕES DE BOOTSTRAP. UTILIZARAM-SE AS SEQUENCIAS PROTEICAS DOS 
13 MELHORES “HITS” APÓS ANÁLISE NO BLASTp. 
 
Posteriormente a sequência da lipase foi analisada para verificar a 
existência de uma região peptídeo sinal. Esta análise foi feita utilizando o 





FIGURA 21. RESULTADO GERADO PELA DA FERRAMENTA SIGNALIP VERSÃO 4.1. 
NO GRÁFICO É INDICADO PELA MAIOR LINHA VERTICAL EM VERMELHO O TÉRMINO DA 
REGIÃO PEPTÍDEO SINAL. 
 
Nesta análise são estabelecidos 3 diferentes scores, em vermelho está 
determinado o C-score que indica a posição exata do término da região 
peptídeo sinal e início da região da proteína madura que é indicada pela maior 
linha vertical vermelha, o S-score é calculado utilizando uma série de 
algoritmos em um banco de dados para bactérias gram-negativas 
determinando um posicionamento ótimo para clivagem da sequência de 
aminoácidos que se inicia no ponto em que a linha de tendência verde decai, 
finalmente o Y-score é obtido através de uma correlação entre o S-score e C-
score determinando assim uma média entre estes valores descrita na linha de 
tendência azul, a figura 22 apresenta a sequência de aminoácidos da lipase 






FIGURA 22. SEQUENCIA DE AMINOÁCIDOS DA LipE7. 
EM AZUL ESTÁ INDICADA A REGIÃO REFERENTE AO PEPTÍDEO SINAL, A SEQUENCIA 
DE AMINOÁCIDOS DA LIPASE SEM A REGIÃO PEPTÍDEO SINAL FOI DENOMINADA 
LipE7Tr. 
 
Posteriormente foi estimada uma região transmembrana responsável 
pela ancoragem da chaperona (ChapE7) a membrana interna bacteriana com 
auxílio da ferramenta TMHMM Server v. 2.0 (figura 23). 
 
 
FIGURA 23. SEQUENCIA DE AMINOÁCIDOS DA ChapE7. 
EM VERMELHO ESTÁ INDICADA A REGIÃO REFERENTE A α-HÉLICE TRANSMEMBRANA 
RESPONSÁVEL PELA ANCORAGEM DA CHAPERONA A MEMBRANA INTERNA 
BACTERIANA. 
 
5.5 AMPLIFICAÇÃO DOS GENES DA LIPASE (LipE7) E CHAPERONA 
(ChapE7) 
Inicialmente foi feita análise para mapeamento dos sítios de restrição 
contidos nas sequências de nucleotídeos da LipE7 e ChapE7, com a finalidade 
de delinear uma estratégia contundente para superexpressão destas enzimas. 
Para esta tarefa foi utilizada a ferramenta NebCutter Versão 2.0 oferecida no 
pacote de programas pela BioLabs® inc. Após esta identificação, foram 
desenhados “primers” específicos para amplificação dos genes através da 
reação em cadeia da polimerase (Tabela 5), o produto desta reação foi 
submetido a análise eletroforética para verificação do conteúdo obtido, 







FIGURA 24. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DO PRODUTO DE PCR DO 
GENE QUE CODIFICA PARA A LIPASE E CHAPERONA. 
AS BANDAS REFERENTES AOS FRAGMENTOS QUE CODIFICAM PARA CHAPERONA 
(ChapE7), LIPASE (LipE7) E LIPASE TRUNCADA ESTÃO INDICADAS BEM COMO O 
MARCADOR DE MASSA MOLECULAR 1KB LADDER. O GEL FOI CORADO COM BROMETO 
DE ETIDEO E A IMAGEM REGISTRADA UTILIZANDO SISTEMA DE 
FOTODOCUMENTAÇÃO UVP. 
 
Os resultados indicam que os fragmentos que codificam para ChapE7 
(741 nucleotídeos), LipE7 (903 nucleotídeos) e LipE7Tr (849 nucleotídeos) 











 Uma nova lipase e chaperona denominadas LipE7 e ChapE7 foram 
identificadas a partir de uma sub-biblioteca metagenômica e tiveram seus 
genes amplificados por PCR. A análise de sequência demonstrou identidade de 
98% com uma lipase da espécie Aeromonas hidrophyla. A análise indica que 
os genes da lipase e chaperona fazem parte de um operon considerando que 
existe uma sobreposição entre o códon de parada de síntese da lipase e o 
códon de início de tradução da chaperona. 
  
6.1 PERSPECTIVAS 
 Os genes da LipE7 e ChapE7 serão clonados em vetores de expressão, 
permitindo a expressão das proteínas em E.coli. As proteínas superexpressas 
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7.2 ANEXO 2 - MAPA DO VETOR pCC2FOS 
 
 
  
 
  
